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Sažetak
Malahitno zelenilo (MZ) se tradicionalno koristi kao trifenilmetanska boja u tekstilnoj industriji, kao pigment te kao prehrambeni adi-
tiv. U uzgoju riba koristi se kao vrlo učinkovit fungicid, parasiticid, antiprotozoan i bacteriocid. U organizmu ribe MZ se metabolizira u 
leukomalahitno zelenilo (LMZ) koji se zbog svojih lipoﬁlnih svojstava zadržava u masnom tkivu kroz duže vrijeme. Brojna istraživanja 
in vitro i in vivo pokazala su citotoksična, te karcinogena, mutagena i teratogena svojstva MZ i LMZ. Zbog toga je primjena MZ zabra-
njena u životinjskih vrsta namijenjenim ishrani u Sjedinjenim Državama odnosno zemljama Europske Unije. Usprkos zabrani MZ se 
još uvijek koristi u intenzivnom ribnjačarstvu te su ostaci MZ i LMZ najčešći u incidenciji nedozvoljenih tvari u proizvodima akvakultu-
re. Zbog toga je Europska Unija propisala granicu najmanje zahtjevane učinkovitosti izvedbe metoda (MRPL, eng. minimum required 
performance limit) od 2 µg/kg za određivanje MZ i LMZ. Danas se za kvaniﬁkaciju ostataka MZ i LMZ u tkivima riba primjenjuju me-
tode tekućinske kromatograﬁje i tekućinske kromatograﬁje tandemske spektrometrije masa. Usprkos zabrani korištenja u zemljama 
Europske Unije sustavno se pronalaze povišene koncentracije MZ i LMZ u svim vrstama ribe i ribljih proizvoda. U periodu od 2002. do 
2011. godine sustavom brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za životinje (RASFF, eng. Rapid Alert System for Food and Feed) povišene 
koncentracije MZ i LMZ utvrđene su u 123 uzorka riba i proizvoda. Najveći broj od 50 uzorka zabilježen je 2005. godine. U ukupnom 
broju pozitivnih uzoraka 47 uzoraka podrijetlom je iz Vijetnama, 12 iz Indonezije, 10 iz Kine i 3 iz Tailanda odnosno 58,5 % uzoraka 
podrijetlom je iz Azije. Prema tome kontrola MZ i LMZ je izrazito važna za zaštitu zdravlja potrošača.
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obliku, a inaktivna u obliku nekro-
????????????????? ???? ??????? ???? ??
organizmu ribe MZ se metabolizira u 
LMZ te pretežito u obliku tog meta-
bolita zaostaje u tkivima (Henderson 
?? ?????????????????? ?????????? ???????-
va LMZ se zadržava u masnom tki-
vu riba kroz duži vremenski period 
?????????? ?? ????? ?????? ?????????? ??
?????????????
U istraživanju na morskim mačka-
ma (Ictalurus punctatus) MZ je do-
dano u koncentraciji od ???? ??????
u bazen, ribe su izlažene jedan sat i 
zatim ispirane i premještene u bazen 
s protočnom vodom. Određene su 
MZ koncentracije MZ u svim tkivima, 
a najviše u masnom tkivu te najniže 
u mišićnom tkivu i plazmi. Koncen-
???????? ??? ????? ?????????? ?????? ???
dana nakon tretmana dok je LMZ 
???????? ?? ?????? ??? ????? ???????? ??
??????????????????????????????????????-




Koncentracija LMZ prvi dan nakon 
tretmana iznosila je 831 µg/kg te je 
kontinuiran pad mjeren do 15 µg/
????????????????????????????????-
tmana. Koncentracije LZM mogu se 
odrediti čak i u riba koje su uzgojene 
iz jaja tretiranih s MZ kao fungicidom 
????????????????????????
Mehanizam djelovanja MZ na 
bakterijsku stanicu još nije poznat, 
ali postoje pretpostavke da djeluje 
kao respiratorni otrov inhibirajući 
proizvodnju energije bitne za vi-
talne metaboličke procese. Druga 
pretpostavka temelji se na ometanju 
replikacijskog procesa DNK moleku-
le zbog sposobnosti interkaliranja u 
intramolekularne prostore DNA te 
interakcije s fosfatnim kosturom i 
?????????? ?????????????????????????
Toksikologija malahitnog i 
leukomalahitnog zelenila
Tijekom posljednja tri desetlje-
ća provedeno je niz in vitro i in vivo 
istraživanja MZ sa svrhom utvrđiva-
nja citotoksičnosti, te potencijalno 
karcinogenih, mutagenih i teratoge-
nih svojstava. Provedeno je niz tok-
sikoloških studija primjenom MZ u 
miševa i štakora (Meyer i Jorgenson, 
????????????????? ?? ?????? ??????????
??????????????????????????????????????
akutna oralna toksičnost MZ izražena 
kao LD?? u dvije različite vrste štakora 
????????????????? ???????? ???????????
?????????????????
U in vitro istraživanjima utvrđeno 
je da MZ pokazuje snažnu citotoksič-
nost prema bakterijskim stanicama 
i stanicama sisavaca (Clemmensen 
?? ???????????????????? ??????????????????
smanjuje sposobnost proliferacije 
stanica te smanjuje aktivnost mito-
hondrija što nije slučaj pri primjeni 
???? ?????????? ?? ????? ?????? ????????
??????
Niz istraživanja pokazalo je da MZ 
ima mutagena i teratogena svojstva 
?????? ?? ????? ?????? ????????????? ?? ?????
???????? In vitro istraživanja na stani-
cama hrčka pokazala su da potiče 
oštećenja kromosoma te može uzro-
kovati greške u mehanizmu regulaci-
je kontrole razvoja stanica (Rao i sur., 
?????????? ?????????????????????????
?????????? ??????????????????????? ??
kg tj.m./dan uzrokovala je povećanje 
N-nitrozodietilamin induciranih pre-
neoplastičnih lezija jetre i na najani-
žoj primjenjenoj koncentraciji (Rao 
?? ??????????? ??????? ??? ????? ??? ??
LMZ u miševa povećava promjene 
Uvod
?????????? ????????? ????? ??? ????????
kao trifenilmetanska boja u tekstil-
noj industriji, kao pigment te kao 
prehrambeni aditiv (Singh i sur., 
??????? ?????????????? ??? ???????? ????
boja za materijale kao što su svila, 
koža i papir. Milijuni kilograma MZ i 
srodnih trifenilmetanskih boja se go-
dišnje proizvede u tu svrhu. Malahit-
no zelenilo određeno je u različitim 
vrstama hrane u Indiji te je utvrđena 
veća prisutnost u ruralnim krajevima 
nego u urbanim prodavaonicama 
???????????????????????????????
U intenzivnoj proizvodnji ribe 
malahitno zelenilo se koristi se kao 
jedan od vrlo učinkovitih fungicida, 
parazitocida, antiprotozoana i bak-
??????????????????????????????????????????
???????????? ??????????????????????????
učikovitosti te relativno niske cijene 
koštanja atraktivan je agens za lije-
čenje pri uzgoju riba u zatvorenim 
sustavima, kao što su ribnjaci i jezer-
ca u slatkovodnoj, bočatoj i morskoj 
vodi, odnosno u akvarijima. Izrazito 
je toksičan i smrtonosan za sve mor-
ske i slatkovodne beskralježnjake, 
alge i biljke. 
Zbog teratogenih i karcinogenih 
????????? ??? ??? ?????? ??????? ?? ???-
dinjenim Državama (Marking i sur., 
?????? ???????? ?????? ??????? ?? ??-
ropskoj Uniji zabranjem za primjenu 
u životinjskim vrstama namijenje-
?? ? ???????? ????? ??????? ???????? ??-
brani, MZ se još uvijek koristi u pre-
hrambenoj proizvodnji te su ostaci 
MZ i metabolita leukomalahitnog 
????????? ?????? ????????? ?? ????????????
nedozvoljenih tvari u proizvodima 
???????????????????????????? ???????
???????
Ostaci MZ i LMZ utvrđeni u tkivima 
riba mogu također potjecati iz okoli-
ša zbog onečišćenja usljed primjene 
kao bojila te ispuštanja u potoke ili 
pritoka bez ikakve prethodne obra-
??? ?????????? ?? ???????? ??????? ??????
je kontrola MZ i LMZ u proizvodima 
akvakulture neophodna u svrhu za-
štite zdravlja ljudi.





tilanilin, aktivna je u oksidiranom 
Slika 1. Strukturna formula malahitnog zelenila.
?????????Strukturna formula leukomalahitnog zelenila.
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na DNA koje se povećavaju sukladno 
povećanju primijenjenih doza (Culp i 
????????????? ???????? ???????? ???????
utvrđen je primjenom LMZ u miševa 
???? ?? ????? ??????? ???? ??????? ??
?????? ?????????????????????????????-
??????? ?? ?????????????????????????????
pokazuju da LMZ pokazuje veća mu-
tagena i karcinogenia svojstva (Culp 
?? ???????????????????????? ?? ????????????
Primjenom MZ i LMZ u štakora utvr-
đen je nastanak adenoma stanica 
folikula štitne žlijezde, hepatocelu-
larnog adenoma i adenoma mliječne 
žlijezde, kao i adenoma intersticij-
??????????????????????????????????????????
U zečeva MZ je pokazalo teratogene 
efekte u bređih životinja odnosno 
povećane incidencija anomalija fe-
????? ??????? ?? ?????? ??????????????? ???
utvrđen utjecaj na smanjenje rasta 
odnosno na gubitak tjelesne mase 
zečeva.  
Također, utvrđeno je da LMZ i MZ 
inhibiraju homeostazu hormona 
štitne žlijezde. U slučajevima kronič-
ne inhibicije sinteze hormona može 
doći do nastanka folikularnih tiroid-
?????????????????????????????????
Metode u kontroli 
ostataka malahitnog i 
leukomalahitnog zelenila
Zbog gore opisanih potencijalnih 
štetnih učinaka u Europskoj Uniji je 
propisana granica najmanje zahtje-
vane učinkovitosti izvedbe meto-
de (MRPL, eng. minimum required 
???????????? ?? ???? ??? ????????????
????????????????????????????????????
minimalnu koncentraciju MZ i LMZ 
u uzorku koju primijenjena metoda 
?????????????????????????????????????-
raturi je objavljeno samo nekoliko 
postupaka za određivanje MZ i LMZ 
u životinjskim tkivima. Tekućinska 
kromatograﬁja s detekcijom u vidlji-
vom dijelu spektra tradicionalno se 
koristi za određivanje ovih spojeva 
osiguravajući granice određivanja 
?????? ?? ?????? ??? ?????? ??????????
???????? ?? ?????? ??????? ??????? ?? ??????
??????? ????????? ?? ??????????????
?????? ???????????????????????????????
se teži razvoju metoda veće osjetlji-
vosti i većeg potvrdnog karaktera 
kako bi se osiguralo ispunjavanje 
strogih zakonskih zahtjeva. Stoga 
se kvaniﬁkacija MZ i LMZ u tkivima 
riba provodi metodama tekućinske 
kromatograﬁje i tekućinske kroma-
tograﬁje tandemske spektrometrije 
??????????????????????????? ??????




njuju se i brze, speciﬁčne i osjetljive 
imunoenzimske analize (Yang i sur., 
??????????????????????????
Ionska priroda MZ doprinosi de-
tekciji spektrometrijom masa i po-
boljšava osjetljivost kod primjene 
??????????? ??????????????????? ???????
Tehnika fotoionizacije pri atmosfer-
???????????????????????????????????-
nijom za analizu LMZ od ionizacije 
??????????????????? ?????? ??? ????????-
gnuta dvostruko veća osjetljivost za 
LMZ u ekstraktima ribe i veća robu-
snost prema komponentama ma-
triksa i supresiji iona u odnosu na 
metodu u kojoj se primjenjuje ESI 
???????? ?????????? ?? ??????????????
?????????????????????????????????????-
vost metode kod primjene ESI izvora 
iona potrebno je nakon kromato-
grafskog odjeljivanja ionizirati mo-
lekule LMZ u roditeljsku molekulu. 
Najčešće se to izvodi dodatkom olo-
????????????????????????????????????-
no u tvz. oksidacijskom reaktoru koji 
je serijski spojen na cijeli sustav. Bez 
obzira da li se oksidacija LMZ odvija 
???????????????????????????????????????????
za LMZ mora biti manja ili barem jed-
naka signalu MZ. 
Ekstrakcija MZ iz homogenizira-
nog ribljeg tkiva provodi se mješavi-
???? ??????????????????????????????-
nitrila nakon čega se provodi kruto 
fazna ekstrakcija na bazi kationske 
izmjene (kolonice punjene aromat-
??????????????????????????????? ??
se MZ odvoji od slabo polarnih kom-
????????? ?????? ?????????? ?? ?????-
????????? ??????? ?? ?????? ??????????
demetilacije molekule MZ dodaje 
se askorbinska kiselina s N,N,N´,N´-
????????????????????????????????????
Nakon postkolonske oksidacije s 
PbO? uzorci su analizirani na LC-UV??? 
i LC-MS/MS (ESI u pozitivnom ioni-
?????????? ?????? ??? ??? ???????????
granice određivanja za MZ i LMZ od 




??????????????????????? ???? ????? ???
prednost da nije potrebna primjena 
oksidacijskih reaktora (Andersen i 
????? ??????????????????????????????-
đivanja tekućinska kromatograﬁje 
LC-UV????????????????
Ostaci u uzorcima ribe i 
ribljih proizvoda 
Uzimajući u obzir potencijalnu na-
kanu korištenja MZ te vjerojatnost 
zagađenja vodenih tokova, kontrola 
MZ i LMZ neophodna je u proizvo-
dima akvakulture. Usprkos zabrani 
korištenja u zemljama Europske Uni-
je sustavno se pronalaze povišene 
koncentracije MZ i LMZ u svim vrsta-
ma ribe i ribljih proizvoda. U Velikoj 
Britaniji su povišene koncentracije 
MZ i LMZ utvrđene u uzorcima riba 
???????????????????????????????????
?????????????????? ?????????????????-
raka s povišenih konecentracijama 
??????????????????????????????????????
??? ?? ??????? ???? ???? ?? ???? ????????
???????????????????? ???????? ????????
su utvrđene najviše koncentracije 
???? ??? ????????? ??????????? ??????
?????????????????????????? ????????
?????????????????????????????????????
?????? ??????? ????????? ?????????-
?????????????? ????? ?????????????????
Ovakvi rezultati su postignuti podu-
zimanjem strogih kontrolnih mjera u 
ribogojilištima sa utvrđenim visokim 
koncentracijama ova dva spoja.  
??????????????????????????????????
godine određene koncentracije 
????? ?????? ??????? ?? ?? ??????? ?? ??
??????? ?????? ?? ?? ??????? ??? ??? ???
????????????????????????????????????-
????? ??????? ????????? ?? ?????? ???????





Primjenom sustava brzog uzbunji-
vanja za hranu i hranu za životinje 
(RASFF, engl. Rapid Alert System for 
????? ???? ?????? ?? ??????????????-
ske Unije utvrđene su povišene kon-
?????????????? ?? ?????? ???? ???????????
vrsta riba i ribljih proizvoda u peri-
?????????????????????????????????-
??????????????????????????????????????
se pozitivni nalazi proizvoda koji su 
upućeni na tržište Europske Unije. 
???????????????????????????????????-
nim koncentracijama MZ i LMZ, za-
????????? ??? ????????????? ?????????????
Pri tome se najveći broj pozitivnih 
??????????????????????????????? ??-
ske mačke podrijetlom iz Vijetnama. 
Slučajevi najviših utvrđenih koncen-
tracija MZ i LMZ u pojedinim vrsta-
ma ribe i ribljih proizvoda prikazani 
????????????????




ka podrijetlom je iz Azije. Prema vrsti 





Koncentracije MZ izmjerene su u 
???????????????????????????????????-
????????? ??? ????? ?????? ??????????
?????? ??????? ?? ??????? ???????? ??-
drijetlom iz Nizozemska. Koncentra-
cije LMZ kretale su se u rasponu od 
????????????????????????????????????
???????????????????????????????????
uzorcima jegulje podrijetlom iz In-
?????????? ?????????? ?????????? ??? ??????
????????????????????????????????
je u smrznutim štapićima tilapije po-
?????????? ???????? ???????? ?????????-
zirom na broj uzoraka s povišenim 
Tablica 1. Broj i vrsta uzoraka s povišenim koncentracijama MZ i LMZ utvrđenih 
RASFF sustavom u vremenu od 2002. do 2011. godine. 
Broj uzoraka s povišenim koncentracijama MZ i LMZ 
Vrste riba i 
proizvoda 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 Ukupno
jegulja 1 1 ?? ? ? ??
morska 
mačka
?? 8 5 1 1 1 ??
tilapija ? 5 1 ? 1 15
pastrva 1 ? 3 1 1 1 ? 3 ??




















jaja pastrve 1 1 ?
ostalo ? ?
Ukupno 2 11 18 50 17 10 2 4 4 5 123
???????????Najviše koncentracije MZ i LMZ utvrđene RASFF sustavom u vremenu 


















????? Danska Kina jegulja 
(Anguilla anguilla? ???????













????? Njemačka Nizozemska jegulja 
(Anguilla anguilla? ?????????????
????? Njemačka Švedska jaja pastrve ???????????










????? Njemačka Njemačka jegulja 
(Anguilla anguilla? ??????????????????
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koncentracijama MZ i LMZ te zemlju 
EU u kojoj su određeni utvrđeno je: 





U Republici Hrvatskoj se proizvo-
de slatkovodne ribe šaran i pastrva 
odnosno morske ribe lubin, komar-
ča i tuna. Godišnje se ukupno pro-
??????? ?????? ??? ??????? ????? ????????
prerađevina. U Hrvatskoj se provodi 
kontrola ostataka MZ te dosadašnji 
rezultati ne ukazuju na zabrinutost 
???????????????????????????????????????
Prikazani rezultati ukazuju da je 
kontrola MZ i LMZ od primarne važ-
nosti za zaštitu zdravlja potrošača.
Zaključak
Malahitno zelenilo se zbog svoje 
učikovitosti kao fungicid, parazito-
cid, antiprotozoan i bakteriocid te 
relativno niske cijene koštanja, sma-
tra atraktivnim agensom u uzgoju 
riba u zatvorenim sustavima, kao što 
su ribnjaci i jezerca odnosno akvari-
ji u slatkovodnoj, bočatoj i morskoj 
vodi. Međutim zbog utvrđenih cito-
toksičnih, teratogenih i karcinogenih 
???????????????????????????????????
je u Europskoj Uniji za primjenu u 
životinjskim vrstama namijenjenih 
ishrani. Usprkos zabrani malahitno 
zelenilo se još uvijek koristi u pre-
hrambenoj proizvodnji te su njegovi 
ostaci te ostaci metabolita leukoma-
lahitnog zelenila najčešći u inciden-
ciji nedozvoljenih tvari u proizvodi-
ma akvakulture.
Zbog gore opisanih potencijalnih 
učinaka u Europskoj Uniji je propi-
sana granica najmanje zahtjevane 
?????????????? ???????? ??????? ??? ??
µg/kg. Danas se kontrola ostataka 
ova dva spoja u tkivima riba provodi 
metodama tekućinske kromatogra-
ﬁje i tekućinske kromatograﬁje tan-
demske spektrometrije masa visoke 
osjetljivosti.  
U zadnjem desetljeću u zemljama 
Europske Unije sustavno se prona-
laze povišene koncentracije ova dva 
spoja u svim vrstama ribe i ribljih 
proizvoda. Primjenom sustava br-
zog uzbunjivanja za hranu i hranu 
za životinje RASFF (engl. Rapid Alert 
??????? ???? ????? ???? ?????? ??????-
ne su povišene koncentracije mala-
hitnog zelenila i leukomalahitnog 
????????? ?? ???? ???????? ?? ????????
??????????????????? ??????????????-
jetlom je iz Azijskih zemalja. Najveći 
broj pozitivnih uzoraka objedinjavao 
je vrste riba morska mačka, jegulja, 
tilapija i losos. Sukladno navedenom 
kontrola ostataka malahitnog zeleni-
la i leukomalahitnog zelenila u pro-
izvodima akvakulture neophodna je 
u svrhu očuvanja sigurnosti hrane. 
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